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のものが最も多く、2012 年度では総額の 23.1%を占めているが、これは 1990
年度の 31.7%と比較すると減少傾向を示している。一方で中国からの輸入額は
1990 年度に 6.8%だったものが、2012 年度には 15.3%を示し食品の中国への依
存は増加しているといえる (表 A)。中国は世界の 19%の人口を持ちながら 
(UNFPA, 2012) 8%の耕地面積しか持たないこともあり  (CIA, The world 
























5-アミノレブリン酸 (ALA) はクロロフィル (Chl) やヘムといったテトラピ
ロール化合物に共通の前駆体である。この ALA は植物体内で C5 経路と呼ばれ
るグルタミン酸からの 3 段階の反応を経て合成される  (Huang and 







プロポルフィリノーゲン III、プロトポルフィリノーゲン IX が合成される。プ
ロトポルフィリノーゲン IX は酸化されプロトポルフィリン IX (PPIX)が合成さ




PPIX からは Mg キラターゼによる Chl、フェロキラターゼによるヘムへの分
岐が存在する。Chl合成はPPIXにMgが配位したMg-プロトポルフィリン IX、
Mg-プロトポルフィリン IX モノメチルエステル、プロトクロロフィリド 
(Pchlide)、クロロフィリド (Chlide)、Chl の順で進む (Tottey ら, 2003; Terry 
and Smith, 2013; 図 C)。 
 
・高濃度の外因性の 5-アミノレブリン酸による生理作用 
Rebeiz ら (1984) は 5 mM 以上の ALA を植物に散布すると成育阻害作用を
示すことを報告した。この時 Pchlide の顕著な増加も報告しており、蓄積したポ
ルフィリンの光増感作用によるROSの発生が成育阻害の原因であると考えられ
た。また Matsumoto ら (1994) は高濃度の ALA によるポルフィリンの蓄積に
関して、ウキクサ (Lemna paucicostata Hegelm.) に 1 mM の ALA を処理した
時、無処理区に対し Pchlide は 8.6 倍だった一方で PPIX は 101 倍の蓄積があっ
たと報告した。このことから高濃度の ALA による成育阻害には、合成に必要な

































付与は塩ストレス以外にも低温 (Hotta ら, 1998)、低照度 (Wang ら, 2004)、除

























等と共に抗酸化酵素が抗酸化システムとして存在している (Mittler, 2002; 




さらに Mishra and Srivastava (1983) は ALA 溶液に切除したトウモロコシ
の葉を 24 時間浸漬することで硝酸還元酵素 (NR) の活性が増加すると報告し
た。この NR も抗酸化酵素と同様ヘム含有タンパクである (Campbell, 1996)。
NR は NO3-から亜硝酸 NO2-への還元反応を触媒する窒素代謝の最初の酵素で
あり、窒素代謝も光合成と同様成育にとって重要な代謝系であるため、ALA に
よる窒素代謝能への影響も成育促進効果に関与している可能性がある。 
Woodson ら (2011) は葉緑体でのヘム合成が核での遺伝子発現の調節に関与















の、現在 ALA 含有の窒素肥料が市販されており (ペンタキープ®V, ペンタキー






効果が全て得られるわけではない。また、Wang ら (2004) は低温、低照度環境
下でのメロンにおいて ALA による暗呼吸の増加を報告したが、堀田と渡辺 





















表 A 食料品及び動物の USA と中国からの輸入額の推移 
年度 総額   USA   中国 
1990 4092775009   1296746634 (31.70%)   281626336 (6.88%) 
1995 4386431456   1283038539 (29.30%)   446693917 (10.20%) 
2000 4488459427   1217500701 (27.10%)   642409371 (14.30%) 
2005 5000391516   1120292958 (22.40%)   874325424 (17.50%) 
2012 5221592597   1208406004 (23.10%)   799118733 (15.30%) 
財務省貿易統計(http://www.customs.go.jp/toukei/info/index.htm、2014 年 1 月





























図 A グルタミン酸から 5-アミノレブリン酸までの合成経路  (Huang and 











図 B 5-アミノレブリン酸からプロトポルフィリン IX までの合成経路




































































































図 C プロトポルフィリン IX からクロロフィルまでの合成経路 (Tottey S.ら, 













表 B ペンタキープ®V の生産業者保証票の内容 
登録番号  生第 86041 号 
肥料の種類  液状窒素肥料 
肥料の名称  CSA 液肥 1 号 
保証成分量 (%) 窒素全量 9.5 
 内硝酸性窒素 3.8 
 水溶性苦土 5.7 
 水溶性マンガン 0.3 
 水溶性ほう素 0.45 







表 C ペンタキープ®V、Super の対象作物とされているもの 
果菜類 トマト、キュウリ、イチゴ、ピーマン、ナス、メロン 等 
葉菜類 ホウレンソウ、コマツナ、レタス 等 
切り花 バラ、キク、トルコギキョウ、スイートピー、スターチス 等 
果樹類 ミカン、リンゴ、ブドウ、ブルーベリー 等 
鉢物 プリムラ、シネラリア、ベンジャミン 等 





第 1 章 ALA による植物の成育への影響 
 
ALA による成育促進効果は複数の植物種で報告されている。堀田ら (1997) 
はイネ全体において 0.1 ppm (≒ 0.6 µM) ALAの 12時間の根部浸漬処理により
対無処理区比で 114%の乾燥重を得られ、30~100 ppm ALA の茎葉散布処理に
より対無処理区比で約 150%の乾燥重を得られたと報告している。またこの時、
ハツカダイコン可食部において 30~300 ppm ALAの茎葉散布により対無処理区
比で約 130~140%、トウモロコシ地上部において 30 ppm ALA の茎葉散布によ
り対無処理区比で 128%、インゲンマメ根部において 30 ppm ALA の茎葉散布
により対無処理区比で 197%の乾燥重が得られたと報告している。Hotta ら 
(1997) は 0.06 µM ALA を含む MS 培地にて成育させたポトスで Chl 含量と炭
酸固定効率の増加を報告しており、ALA による成育促進効果にはテトラピロー
ル合成系の最終産物の一つである Chl の増加が関与していると示した。また
Nishihara ら (2003) は塩ストレス下のホウレンソウにおいても炭酸固定効率
の増加を報告している。よって ALA による成育促進効果において Chl 含量の増
加による光合成活性の増加はとても重要であると考えられる。 
本研究では、ALA による成育促進効果の解明にあたり、ALA の 12 時間の根
部浸漬処理、常時の根部浸漬処理、短時間の茎葉浸漬処理による成育促進効果
を得られる条件の検討を行った。 





第 1 節 
 




トウモロコシ (Zea mays L. cv. ハニーバンタム) 
ハツカダイコン (Raphanus sativus L. var. sativus cv. アカマルハツカ) 
キュウリ (Cucumis sativus L. cv. トキワカゼミドリ) 
コムギ (Triticum aestivum L. cv. ノウリン 61) 
・供試薬剤 
ALA (5-aminolevulinic acid, Wako, 98.0%) 
 
・植物の成育および生物試験 
トウモロコシとコムギは播種前に蒸留水に浸漬 (30°C, 暗所, 1 日) し給水さ
せた。バーミキュライトを敷き詰めたバット (31 cm × 22 cm × 9 cm) に種子を
播種し十分に湿らせ、グロースチャンバー (明/暗: 12/12 時間, 25/20°C, 湿度
60%, 光強度 250 µE/m2/s) 内で本葉 1 葉期まで成育させた。その後基本の春日
井水耕液 (表 1) を 1/10 の濃度にしたもので成育させた。基本の春日井水耕液に
は本来硝酸態窒素とアンモニア態窒素が 20 ppm ずつ入っているが、本研究では
後に窒素代謝能への影響を調査するため硝酸態窒素のみを植物に与えた。2 葉期
程度まで成育させた後、成育の揃った個体を選び 1/5 の濃度にした水耕液に移し、
2 日後に ALA を処理し、4 日毎に植物体全体の生体重を測定した。処理 0 日後





ALA は 12 時間根部を浸漬することで処理した。グロースチャンバーの明期 (12
時間) に合わせ植物の根部を ALA 溶液 (0, 0.1, 0.5, 1 µM) に浸漬した後、暗期






として選抜し、ALA の 12 時間根部処理による成育促進効果を調査した。コム
ギ以外では、いずれの植物でも処理 12 日後に 0.1~0.5 µM ALA の処理によって
成育促進効果の傾向が見られた (図 1-1-1, 1-1-2, 1-1-3, 1-1-4)。中でもトウモロ








果の検討を行った。さらに、生体内の ALA 合成、Pchlide から Chlide への反応、











表 1 今回使用した水耕液の組成 (春日井水耕液) 
元素 溶存化合物 濃度 (ppm) 
N NO3 40 
P P2O5 40 
K K2O 40 
Ca CaO 40 
Mg MgO 10 
Fe Fe2O3 7 
Mn Mn 0.5 
B B 0.05 
Mo Mo 0.05 
Cu Cu 0.02 
Zn Zn 0.05 
pH は 1 N HCl を用い 5.5~6.0 に調節した。本来畑地用の春日井水耕液はアンモ








図1-1-1 ALAを12時間根部処理したトウモロコシ幼苗の (A) 処理4日後と (B)





















































図 1-1-2 ALA を 12 時間根部処理したハツカダイコン幼苗の (A) 処理 4 日後と














































図 1-1-3 ALAを 12時間根部処理したキュウリ幼苗の (A) 処理 4日後と (B) 処
理 12 日後の成育量 








































































































第 2 節 
 




トウモロコシ (Zea mays L. cv. ハニーバンタム) 
・供試薬剤 
ALA (5-aminolevulinic acid, Wako, 98.0%) 
 
・植物の成育および生物試験 
植物の成育および生体重の測定は第 1 節と同様に行ったが、播種から 2 葉期
まではプラスチックハウス (筑波大学農林技術センター) において成育させた。 
 
・ALA 処理 
トウモロコシは ALA を含む (0, 1, 10, 100 nM) 1/5 の濃度の水耕液で成育さ
せ、根が試験期間中継続して ALA を吸収する条件とした。ALA を含む水耕液
は 4 日毎に新しいものと交換した。実験は 3 連で 2 回繰り返し行った。 
 
1.2.2 結果および考察 
 トウモロコシにおいてALAを含む水耕液で成育させたところ 1~100 nMで成
育促進効果が得られる傾向が見られた (図 1-2)。最も高い効果が得られたのは
100 nM ALA 処理区で、対無処理区比で処理 4 日後に 123% (図 1-2A)、処理 12
日後に 118%の成育量を示した (図 1-2B)。このことから ALA による成育促進






















図 1-2 ALA を継続根部処理したトウモロコシ幼苗の (A) 処理 4 日後と (B) 処

















































第 3 節 
 




トウモロコシ (Zea mays L. cv. ハニーバンタム) 
ハツカダイコン (Raphanus sativus L. var. sativus cv. アカマルハツカ) 
コムギ (Triticum aestivum L. cv. ノウリン 61) 
・供試薬剤 
ALA (5-aminolevulinic acid, Wako, 98.0%) 
 
・植物の成育および生物試験 
植物の成育および生体重の測定は第 2 節と同様に行った。 
 
・ALA 処理 
ALA は短時間の茎葉浸漬によって処理した。植物の地上部を ALA 溶液 (0, 
22.5, 30, 45, 60, 90, 120, 150, 180, 360 µM) に 2 秒間 2 回浸漬した。このとき
根部は乾かないように留意した。ALA溶液には界面活性剤として0.05% (v/v) ポ




 トウモロコシにおいて処理 4日後の 90 µM ALA処理区において成育促進効果




の結果、150 µM までの範囲で ALA 濃度依存的な成育量の増加が認められ、150 
µM ALA 処理区では対無処理区比 147%の成育量を示した (図. 1-3-2)。またこれ
は繰り返し実験でも同じ結果が得られた (P < 0.01)。よって根部処理よりも茎葉
処理の方が ALA による成育促進効果を得やすいと考えられ、根部処理による成
育促進効果が認められなかったハツカダイコンとコムギにおいても同様の方法
で ALA による成育への影響を調査した。しかし、この 2 種では ALA 濃度依存
的な成育への影響は認められなかった (Fig. 1-3-3, 1-3-4)。コムギではむしろ
150 µM ALA により成育阻害が起こる傾向が見られた。堀田ら (1997) の報告














































図 1-3-2 ALA 処理 4 日後のトウモロコシ幼苗の成育量 
  
y = 0.0041x + 1.64 

































































r2 = 0.0744, P = 0.273 
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第 4 節 
 




トウモロコシ (Zea mays L. cv. ハニーバンタム) 
・供試薬剤 
ALA (5-aminolevulinic acid, Wako, 98.0%) 
 
・植物の成育および ALA 処理 
トウモロコシの成育および ALA 処理は第 3 節と同様に行った。 
 
・Chl の抽出および測定 
 Chl の測定は Chappelle and Kim (1992) の方法を参考にして行った。ALA
処理 2日後のトウモロコシの第 3葉の中央部分からリーフディスク (直径 1 cm) 
をリーフパンチャーによって切り出した。リーフディスクは 2 個体から 1 枚ず
つ採取し、5 ml ジメチルスルフォキシド (DMSO) に浸漬した。暗所にて 2 日
置いた後、DMSO に抽出された Chl を分光光度計で 648 nm と 664 nm の吸光
度から下の式によって算出した。実験は 3 連で 2 回繰り返し行った。 
 







上に示した以外にも、ALA による成育促進効果に Chl 含量の増加が関与して
いると多く報告されており、クズにおいて 30~100 ppm ALA 溶液の散布処理に
よって 112~149%の Chl 含量が得られ、0.08%のペンタキープ®を加えた水耕液
で成育させたナツメヤシで 179%の Chl 含量が得られたとされている (Xu ら, 
2010; Youssef and Awad, 2008)。 
本研究では処理 4 日後にトウモロコシにおいて成育促進効果が認められたた
め、ALAによる生理的影響は処理 4日よりも早い段階で起きていると考え、ALA
処理 2 日後に Chl 含量の増加が成育促進効果に関与しているか調査した。しか
し、成育促進効果が得られる条件での ALA 濃度依存的な Chl 含量の増加は認め
られなかった (図 1-4)。ただし 30 µM ALA 処理区ではわずかに Chl 含量が増加
する傾向が見られた。このことからテトラピロール化合物の前駆体である ALA
添加による最終産物である Chl の含量の増加が起こっていたと考えられたもの
の、生物試験で見られたような 150 µM まででの濃度依存的な Chl 含量の増加
は認められなかったことから Chl 含量の増加は成育促進効果に大きく影響して




果には Chl 含量の変化は強く影響していないと考えられた。 










































r2 = 0.0453, P = 0.397 
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第 2 章 ALA による窒素代謝能への影響 
 
 窒素代謝は光合成と同様植物の成育にとって非常に重要な代謝系である。切
除したトウモロコシの葉に 200 µM の ALA 溶液を 24 時間浸漬と NR 活性が増
加することが報告されている (Mishra and Srivastava, 1983)。NR は窒素代謝
の最初の反応である NO3-から NO2-への反応を行うタンパクであり、この反応




種アミノ酸合成が進む。NR と NiR はどちらもテトラピロール含有タンパクで
あり NR はヘム (Campbell, 1996)、NiR はシロヘム含有 (Murphy ら, 1974) で
あり、ALA によるテトラピロール合成への影響はこの 2 つのタンパクに対する
影響へとつながる可能性がある。そして、NH4+の供給に関わるこれらのタンパ






第 1 節 
 




トウモロコシ (Zea mays L. cv. ハニーバンタム) 
・供試薬剤 
ALA (5-aminolevulinic acid, Wako, 98.0%) 
 
・トウモロコシの成育および ALA 処理 
 トウモロコシの成育および ALA 処理は第 1 章第 3 節と同様の方法で行った。 
 
・NR の抽出 
 NR の抽出と活性の測定は Hageman and Flesher (1960) の方法を参考に行
った。ALA 処理 2 日後のトウモロコシの第 2~4 葉を切除し直ちに液体窒素にて
凍結させた。凍結させた葉 (約 1 g F.W.) を乳鉢と乳棒を用い液体窒素存在下で
磨砕し、4 ml の抽出バッファーを加えホモジェナイズした。抽出バッファーは
0.1 M Tris、0.3 mM EDTA-2Na、10 mM システインを含み、2 N HCl によっ
て pH を 7.5 付近に調節した。破砕物は 20,000×g、15 分、4°C で遠心分離し、








 NR 活性は基質である NO3-と還元剤である NADH と粗酵素を混合し、生じ
る NO2-をナフチルエチレンジアミン法によって測定することで評価した。試験
管に1 mlの0.1 M リン酸カリウムバッファー (pH 7.5)、0.2 mlの0.1 M KNO3、
0.1 ml の蒸留水を入れ 30°C で保温した。この混合物に 0.5 ml の 0.1% (w/v) 
NADH を加え 30秒間保温した後 0.2 mlの粗酵素液を加え酵素反応を開始した。
30°C、15 分間の保温の後 1.5 M HCl を含む 1 ml の 1% (w/v) スルファニルア
ミドを加え、次に 0.3 M HCl を含む 1 ml の 0.02% (w/v) ナフチルエチレンジア
ミンを加えることで酵素反応の停止と NO2-の呈色反応を起こした。ナフチルエ
チレンジアミンを加えた後 30 分間静置し呈色反応を完了させ、分光光度計によ
って 540 nm の吸光度を測定した。酵素反応液の代わりに KNO2溶液を用い検
量線を作成し、生じたNO2-の量を算出した。実験は 3連で 2回繰り返し行った。 
 
2.1.2 結果および考察 
 生物試験により 150 µM までの範囲で処理 4 日後に成育促進効果が見られ、
この成育促進効果に NR 活性の変化が関与しているかを調査するために処理 2
日後の NR 活性を測定した。90 µM のまで範囲で ALA 濃度依存的な活性の増加
が認められた一方で (図 2-1A)、90~150 µM の範囲では濃度依存的な減少が認
められた (図 2-1B)。またこれらは繰り返し実験でも同じ結果が得られた (どち
らも P < 0.05)。 
Mishra and Srivastava (1983) は 200 µM ALAに切除したトウモロコシの葉
を 24 時間浸漬させることで対無処理区比 221%の NR 活性が得られたと報告し
たが、本研究では 90 µM ALA 処理区で 161%の NR 活性が得られた。本研究で
は浸漬時間が 2 秒間 2 回の合計 4 秒間であり、処理時間が短いため Mishra and 
Srivastava の報告より NR 活性の増加が少なかったと考えられる。ただし、処
40 
 
理時間は 24 時間と 4 秒間と大きく違うため、処理時間と NR 活性の相関はそれ
ほど大きくない可能性がある。 
本研究の結果から、90 µM までの範囲では NR の活性増加による窒素代謝能
の変化が ALA による成育促進効果に関与していると考えられたが、90~150 µM
の範囲では成育促進効果に対する窒素代謝能の関与は弱い可能性があると考え












y = 0.0001x + 0.0151 






































y = -0.0003x + 0.0819 









































第 2 節 
 




トウモロコシ (Zea mays L. cv. ハニーバンタム) 
・供試薬剤 
ALA (5-aminolevulinic acid, Wako, 98.0%) 
 
・トウモロコシの成育および ALA 処理とサンプリング 




 NiR の抽出および活性の測定は Ozawa and Kawahigashi (2006) の方法を参
考に行った。凍結させた葉 (約 1 g F.W.) を乳鉢と乳棒を用い液体窒素下で磨砕
し、5 ml の抽出バッファーを加えホモジェナイズした。抽出バッファーは 0.05 
M トリス、2 mM EDTA-2Na、5 mM システインを含み、2 N HCl によって
pH を 7.9 付近に調節した。破砕物は 27,000×g、20 分、4°C で遠心分離し、上








NiR 活性は、基質である NO2-と還元剤の Na2S2O4、NiR への電子伝達担体の
パラコート、粗酵素を混合し、減少する NO2-をナフチルエチレンジアミン法に
よって測定することで評価した。試験管に 0.5 ml の 0.2 M Tris (pH 7.5)、0.3 ml
の 5 mM NaNO2、0.1 ml の 20 mM パラコート、0.3 ml の蒸留水、0.6ml の粗
酵素液を入れ 30°C で保温した。この混合物に 0.2 M NaHCO3を含む 0.2 ml の
0.12 M Na2S2O4を加え酵素反応を開始した。30°C、15 分間の保温の後激しく
振盪することでパラコートの酸化を促し酵素反応を止め、反応液 0.1 ml と蒸留
水 1.9 ml を混合し希釈した。希釈した反応液に 1.5 M HCl を含む 1 ml の 1% 
(w/v) スルファニルアミドを加え、次に0.3 M HClを含む1 mlの0.02% (w/v) ナ
フチルエチレンジアミンを加えることで NO2-の呈色反応を起こした。ナフチル
エチレンジアミンを加えた後 30 分間放置し呈色反応を完了させ、分光光度計に
よって 540 nm の吸光度を測定した。検量線は NR と同様に作成し、減少した
NO2-の量を算出した。実験は 3 連で 2 回繰り返し行った。 
 
2.2.2 結果および考察 
 NR とは異なり、NiR では処理 2 日後に ALA 濃度依存的な活性の変化は認め
られなかった (図 2-2A, B)。生体内において NiR は NR よりも活性が高く NR
が窒素代謝における律速段階とされている (Kaiser ら, 1999)。そのため ALA に






















































































第 3 節 
 




トウモロコシ (Zea mays L. cv. ハニーバンタム) 
・供試薬剤 
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 NH4+の抽出は Iwata and Deguchi (1995) の方法を参考に行った。凍結させ
た葉 (約 1 g F.W.) を乳鉢と乳棒を用い液体窒素下で磨砕し、10 ml の 80% エ
タノールを加えホモジェナイズした。破砕物は 70°C、15 分で可温した後、
10,000×g、15 分、4°C で遠心分離し、上清を回収した後、残渣を 5 ml の 80% エ
タノールで 2 回洗い最初の上清と合わせた。エタノール抽出物はロータリーエ
バポレーターで乾固させ、5 ml の蒸留水で NH4+を再溶解した。再溶解液を再








ミンを呈色してしまうため NH4+の精製を行う必要があった。Conway and 
Byrne (1933) は小さい容器内で高pHにより揮散したNH3は同じ容器内にある
酸性の NH3吸収剤に効率よく回収されることを示した。この方法は Conway 微
量拡散法と呼ばれ、Conway 装置と呼ばれる器具が知られているが、筆者はこ
の原理を参考に以下の様なバイアル瓶を用いた NH4+の精製を試した。30 ml バ
イアル瓶中で 1 ml の再溶解液と 1 ml の飽和ホウ酸バッファー (pH 10) を混ぜ、
100 µl の 0.25 M H2SO4を染み込ませた濾紙をバイアル瓶の上から垂らし、ゴム
栓とアルミキャップにより密封した。2 日間静置後、濾紙を 5 ml の蒸留水に浸
漬することで NH4+を回収し、定量に用いた。NH4+の呈色反応はアンモニア-テ
ストワコー (Wako, Japan) を使い、分光光度計で 625 nmの吸光度を測定した。
(NH4)2SO4 を用い検量線を作成した。また(NH4)2SO4 を用い上述の精製作業を
行ったが、ほぼ 100%の回収率が得られた。実験は 5 連で 2 回繰り返し行った。 
 
2.3.2 結果および考察 
 NH4+含量では NR 活性と同様の結果が得られた。処理 2 日後において 90 µM
までの範囲では ALA 濃度依存的な NH4+含量の増加が認められ、90~150 µM の
範囲では ALA 濃度依存的な減少が認められた (図 2-3A, B)。またこれらは繰り
返し実験でも同じ結果が得られた (どちらの濃度域も P < 0.05)。窒素代謝の律
速段階は NR であることが知られているが (Kaiser ら, 1999)、今回の条件でも
NR 活性の増加が NH4+の供給力の強化につながったと考えられ、90 µM までの
範囲では NR 活性の増加による窒素代謝能の強化が成育促進効果に関与してい




 NH4+の同化に関わるグルタミン合成酵素 (GS) の阻害剤が知られており、こ














図 2-3 (A) 0~90 µM と (B) 90~150 µM ALA 処理 2 日後のトウモロコシの NH4+
含量 
  
y = 0.0741x + 12.953 

























y = -0.122x + 32.6 


























第 3 章 ALA によるトウモロコシのヘム含量への影響 
 
ここまでの結果から 90 µM までの範囲では ALA による成育促進効果に窒素
代謝能の強化が関与していることが示唆され、窒素代謝能の強化には NR 活性
の増加が寄与していると考えられた。NRはヘム含有タンパクであり (Campbell, 
1996)、これまでに ALA によるヘム含量の増加がヘム含有タンパク (抗酸化酵
素) の活性増加を引き起こす可能性が指摘されているが (Nishihara ら, 2003)、
ALA による成育促進効果が得られる条件下でのヘムとヘム含有タンパクの関わ
りを解析した報告はない。 
Woodson ら (2011) は葉緑体でのヘム合成が核での遺伝子発現の調節に関与
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 ヘムの抽出および定量は高橋と増田 (2009) の方法を参考に行った。凍結させ
た葉 (約 1 g F.W.) を乳鉢と乳棒を用い液体窒素存在下で磨砕し、20 ml の 80% 
(v/v) アセトンを加えホモジェナイズした。破砕物は 10,000×g、10 分、4°C で
遠心分離した。Chl やその中間体等の色素が含まれる上清は捨て、残渣を 80%
アセトンで洗い再度遠心分離した。この残渣を洗う操作は上清に色素が完全に
含まれなくなるまで繰り返した。ヘムは 2% (w/v) HCl を含む 20 ml のアセトン
で抽出した。遠心分離後、再度抽出操作を行い 2 回分の上清を合わせヘム粗抽












各ウェルに 10 µlの 25 nM APO-HRP、85~90 µlの 100 mM Tris-HCl (pH 8.4)、
5 µl のヘム抽出物もしくは 0~5 µl の 0.5 nM ヘム標準液を全量 100 µl となるよ
うに混合し、室温にて 30 分放置し HRP の再構成を行った。ヘム標準液はヘミ
ン を 用 い て 作 成 し た 。 そ の 後 HRP 基 質  (ImmobilonTM Western 
Chemiluminescent HRP substrate, MILLIPORE, USA) を等量混合したもの
を 100 µl ずつ加え、2 分後にルミノメーターを用い蛍光を測定した。ヘム標準






90 µM までの範囲では NR 活性や NH4+含量、成育量と同様 ALA 濃度依存的な
ヘム含量の増加が認められた (図 3A)。またこれは繰り返し実験でも同じ結果で
あった (P < 0.05)。これらの結果から 90 µM までの範囲での ALA による成育




と考えられてきたが、詳細には調査されていなかった。本研究では 90 µM まで
52 
 
の範囲で NR 活性の増加とヘム含量の増加が認められた。ALA によるヘム含量
の増加とヘムタンパクの活性増加を同時に示したものは本研究が初めてである。 
一方で、90~150 µM の範囲では ALA 濃度依存的なヘム含量の変化は認めら
れなかった (図 3B)。これは NR 活性や NH4+含量で認められた濃度依存的な減
少とは異なる結果となった。すなわち、150µM ALA 処理区では 90 µM ALA 処
理区と同程度のヘムが存在していたとみなすことができ、90~150 µM の範囲で
無処理区よりも高いレベルのヘムが存在していた可能性が考えられた。これに
より、90~150 µM の範囲でも増加したヘムにより NR を含むヘムタンパクの活
性に影響があったと考えられた。 




ている (Meskauskiene and Apel, 2002)。本研究では ALA によるヘム含量の増
加が認められたため、このフィードバック阻害により内因性の ALA 合成が阻害







図 3 (A) 0~90 µM と (B) 90~150 µM ALA 処理 2 日後のトウモロコシのヘム含
量 
  
y = 0.633x + 374 

























































第 4 章 ALA 処理後短時間でのトウモロコシの窒素代謝能への影響 
 
 NRとNiRによって供給されたNH4+はグルタミン合成酵素 (GS) とグルタミ
ン酸合成酵素 (GOGAT) により同化され (GS-GOGAT サイクル)、2 分子のグ
ルタミン酸が作られ、このグルタミン酸から他のアミノ酸へと合成が進む。 
これまでの結果から 90 µM までの範囲では ALA による成育促進効果に窒素




れた。また、NR は NO2-の毒性を回避するため様々な調節を受けており (Kaiser 
and Huber, 1994)、ALA 処理等の外因性の影響により NR 活性が増加しても、
そのまま継続はしないとも考えられる。 
ALA 処理 2 日後では 90~150 µM ALA による窒素代謝能の強化が認められな
かったため、処理 2 日の前後の窒素代謝能の変化を調査するために、処理 1 日
後と 3 日後の遊離アミノ酸の定量を行った。さらにより早い段階での窒素代謝
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遊離アミノ酸の定量は Lim ら (2007) の方法を参考に行った。凍結させた葉
(約 1 g F.W.) を乳鉢と乳棒を用い液体窒素存在下で磨砕し、2.5 ml の 15 mM 
HCl を加えホモジェナイズした。2,000×g、2 分で遠心分離し、上清の 0.5 ml
を取り、0.1 ml の 10% 5-スルホサリチル酸を加え氷上で 15 分静置し除タンパ
クした。その後 2,000×g、15 分で遠心分離し、上清を 1 N NaOH で pH 2.2 に
調節した。自動アミノ酸分析装置を使いアミノ酸の測定を行った。実験は 3 連




アミノ酸の定量を行った。処理 1 日後と 3 日後共に生物試験と同様、150 µM ま
56 
 
での範囲で ALA 濃度依存的なアミノ酸含量の増加が認められた (図 4-1A, B)。
またこれらは繰り返し実験でも同じ結果が得られた (どちらも P < 0.05)。よっ

















図 4-1 ALA 処理したトウモロコシ幼苗の (A) 処理 1 日後と (B) 処理 3 日後の
全アミノ酸含量 
  
y = 1.89x + 415 
































y = 0.519x + 201 




































トウモロコシ (Zea mays L. cv. ハニーバンタム) 
・供試薬剤 
ALA (5-aminolevulinic acid, Wako, 98.0%) 
 
・トウモロコシの成育および ALA 処理およびサンプリング 
 トウモロコシの成育および ALA 処理は第 1 章第 3 節、サンプリングは第 2 章




 NH4+の抽出および精製、定量は第 2 章第 3 節と同様の方法で行った。実験
は 3 連で 2 回繰り返し行った。 
 
4.2.2 結果および考察 
 ALA 処理 1 日後に遊離アミノ酸含量が増加していたため、処理 1 日以前に窒
素代謝能の強化が起きていた可能性があると考え、処理 8 時間後の NH4+含量を
測定した。これまでと同じ条件である 2 葉期以降に 8 ppm NO3で成育させた場
合は ALA 濃度依存的な NH4+含量の変化は認められなかった (図 4-2-1)。そこ
でNH4+が蓄積しやすい条件を作るため 2葉期以降に 40 ppm NO3で成育させた
ところ 150 µM までの範囲で ALA 濃度依存的な NH4+含量の増加が認められた 
59 
 
(図 4-2-2)。またこれは繰り返し実験でも同じ結果が得られた (P < 0.05)。よっ
て ALA 処理 8 時間後には窒素代謝能の強化が起こっていた可能性が示された。
しかし、処理2日後では8 ppm NO3で成育させた場合でも90 µM処理区でNH4+
含量の増加が認められたため、処理 8 時間以降で窒素代謝能はさらに強化され
たと考えられる。また処理 2 日後では NR 活性や NH4+含量の増加が認められな
かった 90~150 µMの範囲においても処理 8時間後では窒素代謝能が強化されて
いたと考えられた。この 40 ppm NO3で成育させた時の処理 8 時間後の NH4+
含量の増加は、生物試験と同様に 150 µM までの範囲で濃度依存的な増加を示
したことから、この処理後短時間の窒素代謝能の強化が成育促進効果に大きく
影響している可能性が考えられた。 
さらに 90~150 µM において処理 2 日後では NR 活性や NH4+の含量の減少が
見られたことからこの範囲でのALAによる窒素代謝能の強化は一時的なもので
あった可能性が示された。NH4+が NO3-の取り込みを妨げ NR 活性を阻害する
ことが知られているが (Losada ら, 1970; Oaks ら, 1977)、90~150 µM ALA 処
理区では処理 8時間後から 2日後の間で蓄積したNH4+によってNR活性が阻害
されていた可能性が考えられ、蓄積した NH4+は処理 1 日後にはアミノ酸へと同
化されたため処理 2 日後に NH4+の蓄積が認められなかったと考えられた。また
この一時的な NR 活性の増加に関して、上述したように外因性の ALA により増
加したヘムが内因性の ALA 合成に対しフィードバック阻害を起こし、ヘムの合
成が抑えられることで、90 µM までの範囲で見られた増加した NR 活性も処理
2 日以降に下がると考えられる。 
トウモロコシの成育は 150 µM までの範囲で ALA 濃度依存的に促進され、こ






図 4-2-1 ALA 処理 8 時間後のトウモロコシ幼苗の NH4+含量 






























図 4-2-2 ALA 処理 8 時間後のトウモロコシ幼苗の NH4+含量 
トウモロコシは 40ppm NO3を含む水耕液で成育させた。 
  
y = 0.0192x + 11.7 







































ALA は成長調節剤として利用が期待されているアミノ酸である。ALA は Chl
含量の増加とそれによる光合成活性の増加を引き起こし、成育促進効果をもた
らすと考えられている (Hotta ら, 1997; Youssef and Awad, 2008; Xu ら, 2010)。
さらにALAによる抗酸化酵素活性の増加による耐塩性の付与も報告されている 
(Nishihara ら, 2003; Wongkantrakorn ら, 2009)。ALA による耐ストレス性の
付与は塩ストレス以外にも低温 (Hotta ら, 1998)、低照度 (Wang ら, 2004)、除




調節剤への利用が期待される要因の 1 つである (堀田ら, 1997)。 











ギの根部を明所で 12 時間 ALA 溶液に浸漬し、その後の成育を調査した。概ね
0.1~0.5 µM ALA により成育促進効果が得られる傾向が見られ、中でもトウモロ
コシで比較的大きな成育の増加が見られたものの、いずれも ALA による有意な
影響は認められなかった。そこで第 2 節で ALA を含む水耕液にてトウモロコシ
における成育促進効果を調査した。1~100 nm ALA で成育が増加する傾向が得
られたものの、12 時間根部処理と同様有意な影響は認められなかった。テトラ
ピロール合成では Chl やヘムを合成しており、Chl 合成は地上部のみで行われ
ている。また、成育促進効果に対する Chl 含量の増加の関与が指摘されている
ため(Hotta ら, 1997; Youssef and Awad, 2008; Xu ら, 2010)、地上部に ALA を
処理した方が成育促進効果を得やすい可能性があると考えた。そこで第 3 節で
トウモロコシ、ハツカダイコン、コムギを用い ALA 溶液に植物の地上部を 2 秒
間 2 回浸漬した時の成育を調査した。その結果、トウモロコシで処理 4 日後に
150 µM までの範囲において濃度依存的な成育量の増加が認められた。一方で、
ハツカダイコンとコムギでは濃度依存的な成育量の変化は認められず、コムギ











されているため (Hotta ら, 1997; Youssef and Awad, 2008; Xu ら, 2010)、第 4 
節では成育促進効果が認められた条件で処理 2 日後の Chl 含量の変化を調査し




ある。Mishra and Srivastava (1983) は切除したトウモロコシの葉を 200 µM
の ALA 溶液に 24 時間浸漬することで NR 活性が増加することを報告した。NR
は窒素代謝の最初の反応である NO3-から NO2-への反応を行うタンパクであり、
この反応は窒素代謝の律速段階でもある (Kaiser ら, 1999)。そのため ALA によ
る窒素代謝能への影響が成育促進効果に関与している可能性があると考え、第 2
章では窒素代謝能の変化を調査した。 
第 1 節では、処理 2 日後の NR 活性を測定した。90 µM までの範囲では ALA
濃度依存的な NR 活性の増加が認められたものの、90~150 µM では濃度依存的
な減少が認められた。よって 90 µM までの濃度域では NR 活性の増加による窒
素代謝能の強化が成育促進効果に関与していると考えられたものの、90~150 
µM では窒素代謝能の変化の影響は強くないと考えられた。 
第 2 節で処理 2 日後の NiR 活性を測定した結果、90 µM までの範囲でも
90~150 µM でも ALA 濃度依存的な変化は認められなかった。しかし、窒素代




窒素代謝では NR と NiR によって NH4+が合成されるため、NR 活性の変化は
NH4+含量の変化を引き起こすと考えられた。よって第 3 節では処理 2 日後の
NH4+の定量を行った。結果は 90 µM までの範囲でも 90~150 µM でも NR 活性
と同様となり、90 µM までの範囲では ALA 濃度依存的な NH4+含量の増加、
90~150 µM では濃度依存的な減少となった。よって 90 µM までの濃度域ではや
はり NR 活性の増加による窒素代謝能の強化が成育促進効果に関与していると
考えられた。一方で 90~150 µM では成育促進効果に対する窒素代謝能の変化の
影響は大きくないと思われた。 
ヘムは補因子として多くのタンパクに含まれ、NR もまたヘム含有タンパクで
ある。Woodson ら (2011) は葉緑体でのヘム合成が核での遺伝子発現の調節に




第 3 章では ALA によるヘム含量の変化を解析するため、処理 2 日後のヘムの定
量を行った。その結果、90 µM までの範囲では ALA 濃度依存的なヘム含量の増
加が認められた。これは成育量や NR 活性、NH4+含量の結果と同様でヘム含量
の増加による NR 活性の増加が窒素代謝能の強化を引き起こし成育促進効果に
つながったと考えられた。一方で 90~150 µM の範囲では有意な変化は認められ
ず、NR 活性や NH4+含量で認められた濃度依存的な減少という結果とは異なっ
ていた。このことから 150 µM ALA 処理区でも 90 µM ALA 処理区と同じく、
無処理区よりも高いレベルのヘム含量が存在していたと考えられた。よって
90~150 µM でもヘム含量の増加による窒素代謝能の強化が起きていた可能性が





る (Kaiser and Huber, 1994)。そのため、ALA 処理等の外因性の影響による継
続的な NR 活性の増加は期待できないと考え、90~150 µM では今回調査した処
理 2日後よりも早い段階で窒素代謝能の変化が起きていた可能性も考えられた。 
窒素代謝によって生じた NH4+は GS-GOGAT cycle によって同化され、合成
されたグルタミン酸から他のアミノ酸合成が進む。よって窒素代謝能の変化は
アミノ酸含量の変化を引き起こすと考えられる。上述した通り、90~150 µM 
ALA では処理 2 日の前後で窒素代謝能の変化が起こっていた可能性が考えられ
たため、第 4 章第 1 節では遊離アミノ酸含量を窒素代謝能の変化の指標として
処理 1 日後および 3 日後の遊離アミノ酸の定量を行った。その結果、処理 1 日




窒素代謝能の強化は処理 1 日以前から起こっていたと考えられた。そこで第 2
節で ALA 処理 8 時間後の NH4+含量を測定した。その結果、40 ppm NO3の水
耕液で成育させた時に 150 µM までの範囲で ALA 濃度依存的な NH4+含量の増
加が認められた。よって処理 8 時間後の時点で窒素代謝能の強化が起きていた
と考えられた。しかし、処理 2 日後に 90 µM までの範囲で ALA 濃度依存的な
NH4+含量の増加が認められた8 ppm NO3の水耕液で成育させた条件では処理8
時間後に ALA 濃度依存的な NH4+含量の変化は認められなかったため、窒素代
謝能の強化はこの処理 8 時間以降に起こった可能性が考えられた。 
NH4+の蓄積は NO3-の取り込みを妨げ、NR 活性を阻害することが知られてい
る (Oaks ら, 1977; Losada ら, 1970)。よって今回の条件では 90~150 µMALA
において処理 8 時間以降に NR 活性が増加し、急激に蓄積した NH4+によって処
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理 2 日後には NR 活性が阻害され、その一方で蓄積した NH4+は処理 2 日後には
アミノ酸に同化されていたため処理 2 日後に ALA による NH4+含量の増加が認
められなかったと考えられた。 
以上のことからALAによる成育促進効果にはNR活性の増加による窒素代謝
能の強化が関与していると考えられた。特に処理 1 日後のアミノ酸含量と 40 
ppm NO3で成育させた時の処理8時間後のNH4+含量では成育量と同様150 µM
までの範囲で増加が認められたため、処理 1 日以前での窒素代謝能の強化が





示した報告はない。そのため今回ヘムタンパクである NR 活性とヘムの ALA に
よる増加を示せたことは非常に重要である。またヘムはグルタミル-tRNA リダ
クターゼを阻害することでALA合成のフィードバック阻害を行うことが知られ
ている (Meskauskiene and Apel, 2002)。よって外因性の ALA によるヘム含量
の増加が内因性のALA合成を抑制したためChl含量が増加し難かった可能性が
















る (Lepedus ら, 2011)。そのため、若い葉の多い幼苗の地上部全体に ALA を処
理しても光合成器官が完成されていないことが原因で、増えた Chl を利用しき






















まずトウモロコシ (Zea mays L. cv. ハニーバンタム)、ハツカダイコン 
(Raphanus sativus L. var. sativus cv. アカマルハツカ)、キュウリ (Cucumis 
sativus L. cv. トキワカゼミドリ)、コムギ(Triticum aestivum L. cv. ノウリン
61) の成育に対する ALA の影響を調査したところ、トウモロコシに短時間の茎







結果 ALA による Chl 含量への顕著な影響は認められなかったため、今回の条件
では ALA による成育促進効果には Chl は強くは関与していないと考えられた。 
そこで、窒素代謝への影響を調査した。まず硝酸還元酵素 (NR) と亜硝酸還
元酵素 (NiR) の活性を測定したところ、90 µM までの範囲で ALA 濃度依存的
な NR 活性の増加と 90~150 µM で濃度依存的な減少が認められた。一方 NiR
では 90 µMまでの濃度域でも 90~150 µMでもALAによる影響は認められなか




性と同様 90 µM までの範囲では ALA 濃度依存的な NH4+含量の増加、90~150 
µM では濃度依存的な減少が認められた。よって ALA による成育促進効果には、
90 µM までの範囲では窒素代謝能の強化が関与していると考えられたものの、
90~150 µM では大きく関与していないと考えられた。 
NR はヘムを含むタンパクであり 90 µM までの濃度域での NR 活性の増加は
ヘム含量の増加によるものであると考えられたため、ALA によるヘム含量への
影響を調査した。90 µM までの範囲では ALA 濃度依存的なヘム含量の増加が認
められた。よって 90 µM までの濃度域ではヘムにより NR 活性が増加し、窒素
代謝能の強化につながり成育促進効果が得られたと考えられた。一方で 90~150 
µM の範囲では濃度依存的なヘム含量の変化は認められなかった。つまり
150µM ALA処理区においても 90 µM ALA処理区と同様無処理区よりも高いヘ
ム含量が存在していた可能性が示された。 
次に、窒素代謝能の変化の指標として遊離アミノ酸の定量を行った。NR 活性
や NH4+含量等は処理 2 日後に測定しており、処理 2 日前後の 90~150 µM ALA
による窒素代謝能への影響を調査するため処理 1日と 3日後のものを測定した。
その結果、処理 1 日と 3 日後で共に 150 µM までの範囲で ALA 濃度依存的な遊
離アミノ酸含量の増加が認められた。これは生物試験の結果と同様であったこ
とから、90 µM までの範囲だけでなく 90~150 µM の範囲でも ALA による成育
促進効果には窒素代謝能の強化が関与していると考えられた。さらに処理 1 日
後でアミノ酸含量の増加が認められたことから、処理後短時間に 90~150 µM の
範囲でも窒素代謝能の強化が起きていた可能性が考えられたため、処理 8 時間
後の NH4+含量を測定した。その結果、40 ppm NO3を含む水耕液で成育させた
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